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９ 番目に多い癌と推定されている。わが国の 2008 年
における膀胱癌の年齢調整羅患率（/10 万人/年・基準
人口は昭和 60 年のモデル人口）は，7.2 であり，男女




亡率（/10 万人/年・基準人口は昭和 60 年のモデル人
























































zidine と 2-naphtylamine の発癌性が強いとされる。
これら発癌性アミン類により生じる職業性膀胱癌の臨
床病理学的特徴として，①若年発症の傾向がある。②






























































３ 番， ７ 番，17 番染色体 aneuploid および ９ 番染色体
短 腕 21 領 域 の detection を Multi-color fluorescence 



















































低リスク群は，①初発，②単発，③ Ta，④ G1（low 
grade），⑤ ３ ㎝以下，⑥併発 CIS 無し全て満たすこと
が条件となる。一方，高リスク群は，① T1，② G3













BCG 抵抗性（BCG-refractory）36 症例（BCG 導入療

























CDDP を基盤とした GC 療法や M-VAC 療法である
38
。
1985 年に Sternberg らによって転移性または再発性膀
胱癌に対する化学療法として M-VAC 療法（metho-
trexate, vinblastine, doxorubicin, CDDP）が報告され
た
39
。その後 2000 年の von der Maase らのランダム化
比較試験で初めて gemcitabine と CDDP の ２ 剤併用
療法（GC 療法）が進行性膀胱癌に対して M-VAC 療
法と同等の効果を示し，有害事象が少ないことが示さ



















の Rosenberg らが 1965 年に大腸菌への電場の効果を
検証する際，偶然プラチナ電極の分解産物が大腸菌の
増殖を抑制し，フィラメントを形成させることを発見




































































































である T24 と RT4 を用いて CDDP 添加培地で培養す
ることにより CDDP 耐性ヒト膀胱癌細胞株 T24CR と
RT4CR を樹立した。さらに T24CR に対しては次世代
シークエンサーを用いて RNA シークエンシング（RNA 
sequencing）による網羅的遺伝子解析を行った。
　本研究では T24CR と RT4CR に対する RNA-seq 








型の T24 細胞，乳頭状膀胱癌に由来する p53 野生型
の RT4 細胞をそれぞれ American Type Culture Col-
lection（ATCC）から入手し使用した（表 １ ）。先行研
究で行った如く，それぞれの耐性細胞を樹立した。す
なわち，T24 については CDDP を段階的に順次暴露濃
度を変更し，計 ４ か月間かけて T24 CDDP １ /㎖耐
性細胞株（T24CR）を樹立した。一方，RT4 に関して
は，CDDP を段階的に緩徐に暴露濃度を変更し，計
９ か月間かけて RT4 CDDP １ /㎖耐性細胞株（RT-
4CR）を樹立した（参考論文に掲載）。




　RT4，RT4 CDDP1 日処理，RT4CR から精製した
全 RNA1 を 抽 出 し，Bioanalyzer 2100 Eukaryote 
Total RNA nano kit（Agilent）を用いて RIN ＞ 9.0 の
全 RNA を使用した。NEBNext Poly（A）Magnetic 
Isolation Module および NEBNext Ultra RNA Library 
Prep Kit（New England Biolab）を用いて mRNA-seq
ライブラリーを調整した。調整したライブラリーのシ
ークエンス解析は HiSeq1500 を用いて行った。3000−
4000 万リードのシークエンスを CLC Genomics Work-
bench を用いてヒトゲノム（hg19）にマッピングし発
現解析を行った。各遺伝子の発現量の単位は RPKM
（reads per kilobase of exon per million mapped se-
quence reads）で示す。発現変動のあった遺伝子群を
表 １ 　使用した膀胱癌細胞株と特徴
図 ３ 　 CDDP 耐性細胞株樹立および RNA-seq による網羅的遺伝子発
現の解析













　CDDP 処理前の T24 細胞の多くは，紡錘型の形態
を示した（図 ４ a）。CDDP を ３ 日毎に添加継続処理す
ることにより，紡錘型細胞は腫大した。
　CDDP 処理約 ４ 週後には，細胞は腫大化し，腫瘍増
殖性を示した（図 ４ b）。
　一方 CDDP 処理前の RT4 細胞は，敷石様の形態を




GO（Gene Ontology）解析及び KEGG（Kyoto Ency-
clopedia of Genes and Genomes）パスウェイ解析を行
った（T24 についての結果は先行研究論文に掲載）。
ｃ．quantitative RT-PCR（qRT-PCR）
 未処理の T24，RT4 に対して，CDDP1 /㎖で １ 日
処理した T24（T24CDDP24hr），RT4（RT4CDDP24hr）
と CDDP1 /㎖ 耐 性 処 理 し た T24（T24CR），RT4
（RT4CR）から RNA を抽出した。RNeasy Mini キッ
ト を 用 い て，T24，T24CDDP24hr，T24CR，RT4，
RT4CDDP24hr，RT4CR から全 RNA を抽出した。オ
リゴ（dT）プライマーおよび逆転写酵素をプロトコー
ルに従い， １ の全 RNA から cDNA を生成した。 
qRT-PCR は，7900 リアルタイム PCR システムを使用
し，FastStart Universal SYBR Green Master（Roche 
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA）を用いて行った。
内在性コントロールには GAPDH を用い，比較 CT（2-
図 ４ 　T24 と T24CR 培養細胞の顕微鏡所見
図 ４ a　T24 細胞（×10）
多くは紡錘形細胞の形態をとる（→）。
図 ４ b　T24CR（×20）CDDP 処理 25 日目の T24 耐性細胞
細胞は腫大化し，腫瘍増殖性を示す（→）。
図 ５ 　RT4 と RT4CR 培養細胞の顕微鏡所見
図 ５ a　RT4 細胞（×10）
敷石状の細胞で細胞周囲は平滑な特徴を持つ（→）。
図 ５ b　RT4CR（×20）
CDDP 処理約 １ 週目で細胞周囲に突起を多く認めた（→）。
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進が著明であった細胞接着に関わる L1CAM（L1 cell 
adhesion molecule）の Mapping を示す。L1CAM の発
現変化では，正常膀胱上皮細胞である HBEC で 456
（RPKM 値），T24 で 311，T24CDDP24hr で 497 に対
し，耐性獲得後の T24CR のみで 3158 と有意に発現亢
進していた（図 ６ ）。
ｃ．qRT-PCR
　RNA-seq 解析の結果から T24，T24CDDP24hr に
対し T24CR で発現亢進の著しい ３ 種類の遺伝子（C3，
WNT5A，POSTN）を選択し，qRT-PCR を行った。
各々のプライマーのリストを示す（表 ２ ）。C3，WN-
T5A，POSTN 各々の RNA-seq における Mapping を
示す（図 ７ ）。C3 の発現（RPKM 値）は，T24 で 34，
シスプラチン処理 １ 日（T24CDDP24hr）で 32 に対し，
耐性獲得後の T24CR のみで 2538 と有意に発現亢進し
て い た。 同 様 に WNT5A の 発 現 は，T24 で 10，
T24CDDP24hr で ６ に対し，耐性獲得後の T24CR で
253 と発現亢進していた。POSTN の発現も同様に，
T24 で 5，T24CDDP24hr で ２ に対し，耐性獲得後の
T24CR で 67 であった。
表 ２ 　 T24CR で発現亢進を認めた遺伝子に対する qRT-PCR のプライ
マーリスト
図 ６ 　 T24 および T24CR における L1CAM（L1 cell adhesion molecule）
の Mapping
CDDP 耐性獲得後の T24CR において，細胞接着分子に関わる
L1CAM の有意な発現亢進を認めた。
図 ７ 　C3，WNT5A，POSTN 各々の RNA-seq における Mapping










BIA，TBX3，PRNP）の発現が T24 に対し T24CR で
亢進していた。各々のプライマーのリストは同様に表
２ に示す。各遺伝子の RNA-seq における Mapping を
示す（図 ９ ）。SOCS3 の発現は，T24 で 152，T24CD-
DP24hr で 226 に対し，耐性獲得後の T24CR で 421
と発現亢進していた。SPHK1 の発現も，T24 で 490，
T24CDDP24hr で 561 に対し，耐性獲得後の T24CR
で 1091 と 発 現 亢 進 し て い た。NFKBIA も 同 様 に





NFKBIA は，T24 に対し T24CR で有意に発現亢進し
ていた（＊＊p ＜ 0.01）。
図 ９ 　 SOCS3，SPHK1，NFKBIA，TBX3，PRNP 各々の RNA-seq に
おける Mapping
T-24 に対して T24CR で SOCS3，SPHK1，NFKBIA，TBX3，
PRNP は各々発現亢進していた。
図 ８ 　T24CR で発現亢進していた遺伝子の RT-PCR




T24 に対して T24CR で，全ての遺伝子で発現亢進していたが，
NFKBIA において，有意に発現亢進していた（＊＊p ＜ 0.01）。
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ｄ． 膀胱癌細胞株 RT4 と RT4CR に対する網羅的遺
伝子解析
　T24 に対する RNA-seq 同様，未処理の RT4 細胞
に対して，CDDP1 /㎖で １ 日処理した RT4 細胞
（RT4CDDP24hr），CDDP1 /㎖耐性処理した RT4
細胞（RT4CR）で発現変動する遺伝子を探索した。
Fold Change ＞ ２ ，FDR p-value ＜ 0.05 の条件で発
現変動した遺伝子は，それぞれ 50，3335 存在し，共
通部分の遺伝子が 159 存在した（図 11）。
　RT4 細胞に対し RT4CR で発現変動する遺伝子群の





　RNA-seq 解析の結果から RT4 に対し RT4CR で発
現亢進の著しい遺伝子の中で p53 に関連した ３ 種類の
遺伝子（CD82，CCNE2，RRM2）を選択し，qRT-
PCR を行った。各々のプライマーのリストを示す（表
３ ）。CD82，CCNE2，RRM2 各々の RNA-seq におけ
る Mapping を示す（図 13）。p53 関連遺伝子の CD82
の発現（RPKM 値）は，RT4 で 31 に対し，耐性獲得
後の RT4CR で 149 と発現亢進していた。CCNE2 の
発現も，RT4 で 24 に対し，耐性獲得後の RT4CR で
62 と発現亢進していた。RRM2 も同様に RT4 で 23
に対し，耐性獲得後の RT4CR で 304 と発現亢進して
いた。p53 に関連していた遺伝子の qRT-PCR では，
それぞれの遺伝子で，RNA-seq と同様の傾向を示し
た（図 14）。CD82 では RT4 に対して，RT4CR で有意
に発現亢進していた（＊p ＜ 0.05）。同様に RRM2 では
RT4 に対して，RT4CR で有意に発現亢進していた 
（＊＊p ＜ 0.01）。
図１３　 RNA-seq で RT4 に対し RT4CR で発現亢進していた p53 関連
遺伝子の Mapping
RT4 に対して，RT4CR で CD82，CCNE2，RRM2 の発現亢進
を認めた。
図１１　 RT4 と RT4CR に関する RNA-seq を用いた網羅的遺伝子解析
結果
未処理 RT4 細胞に対して CDDP 処理により変動する遺伝子数
が変化（Fold change ＞［ ２ ］，FDR p-value ＜ 0.05）。
図１２　 RT4CR で発現変動する遺伝子群の GO（Gene Ontology）及び
パスウェイ解析（3335 遺伝子）
CDDP 耐性細胞では，DNA 複製，アポトーシス（p53 関連遺伝
子を含む），細胞接着分子（EMT），細胞遊走能，細胞周期に関
わる遺伝子群が濃縮されていた。




WNT5A の qRT-PCR を示す（図 18）。
　RT4 に対して RT4CR では，（p ＜ 0.05＊），T24 に



















は p53 の変異は high-grade，high-stage の腫瘍に多
く認められるとの報告が多く，CIS（上皮内癌）との
ｅ．T24CR と RT4CR に対する網羅的遺伝子解析
　T24, RT4 に対して T24CR, RT4CR，で Fold Change
＞ ２ ，FDR p-value ＜ 0.05 の条件で発現変動した遺
伝子は，それぞれ 1748，1192 存在し，共通に発現変
動を 407 遺伝子に認めた（図 15）。




　共通する遺伝子 407 に含まれる前述の WNT5A に
関する Mapping を示す（図 17）。WNT5A の発現は，
それぞれ元株に対し耐性細胞で発現亢進していた。
　RT4 に 対 し RT4CR，T24 に 対 し て T24CR の
図１４　RT4 に対し RT4CR で発現していた p53 関連遺伝子の RT-PCR
RT4 に対して RT4CR で，全ての遺伝子で発現亢進していたが，
特に CD82 と RRM2 が有意に発現亢進していた（＊p ＜ 0.05 ＊＊p
＜ 0.01）。
図１５　 T24CR と RT4CR で発現変動する RNA-seq を用いた網羅的遺
伝子解析
（Fold change ＞［ ２ ］，FDR p-value ＜ 0.05）。
図１６　 RT4CR と T24CR に共通で発現変動する遺伝子群の GO・パス
ウェイ解析（407 遺伝子）
RT4CR と T24CR の共通遺伝子では，アポトーシス，細胞遊走
能，細胞接着分子（EMT）に関わる遺伝子が濃縮されていた。
図１７　 RNA-seq の結果，T24，RT4 に対して T24CR，RT4CR で発
現上昇していた WNT5A の Mapping
T-24 に対して T24CR，RT4 に対して RT4CR で WNT5A は共
に発現亢進。
図１８　 RT4 に対し RT4CR，T24 に対して T24CR の WNT5A の qRT-
PCR
RT4 に対して RT4CR では，（p ＜ 0.05＊），T24 に対し T24CR
では（p ＜ 0.01＊＊）と有意に発現亢進。
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関与する NF-κ-B/REL 複合体を阻害する。上記 ３ つ
の遺伝子がアポトーシス関連負の調節に関連する遺伝
子として CDDP 耐性に影響を及ぼし得ることは推察し
やすい。一方 TBX3（T-box 3），PRNP（prion protein）
については発達過程でのアポトーシスに関連するもの
の CDDP 耐性との関連は今後検討を要すると考える。












CDDP 耐性獲得の解明のみならず，今後 NFκB 阻害
薬投与に類似した新たな治療標的の開発に貢献できる
可能性がある。















い て p53 関 連 の CHAF1A，RRM2，MCM3 お よ び
MCM6 の発現が予後不良因子であるとの報告があり，
本研究で示された RT4CR における RRM2 の発現亢進
を支持すると考えられる
60
。p53 は mTORC1 を介して






す る 研 究 で は cell cycle 制 御 に 関 連 し た CCNE2，
E2F1，CCNA ならびに CDK1 がシスプラチン投与に
より発現抑制を受けると報告されている。一方一旦発
現抑制され細胞制御に向かうと考えられる各遺伝子が，
本研究における RT4CR における CCNE2 の発現亢進
の如くシスプラチン耐性を獲得する過程で逆に発現亢
進すると考えられる。また乳癌における miR-26a の














　また異なる ２ つの CDDP 耐性細胞で WNT5A は共
に遺伝子発現亢進を示した。










miR-129-5p は Gemcitabine 耐性を阻害し，アポトー
シスを促進すると報告されている。WNT5A は miR-
129-5p の直接標的遺伝子であることから，miR-129-
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